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Composite injectable pour magnStocytolyse de cellules metastatiques osseuses. 



5 La presente invention se rapporte k un materiau ctegradable biocompatible compost 
d'une matrice phosphocalcique comprenant des particules magnetiques, ledit materiau 
etant utile pour le traitement des metastases osseuses par thermolyse et/ou pour le 
tra9age des cellules canc&euses. 

10 Les metastases osseuses de cancers primaires situ6s ailleurs dans Porganisme sont trts 
frequentes, elles sont meme une evolution attendue de la maladie au fur et a mesure 
que Pesperance de vie des patients augmente. Le tissu osseux est une des trois 
localisations les plus fr6quentes des metastases cancereuses. Elles sont 
particulierement frequentes dans Phistoire naturelle des cancers du sein, de la prostate, 

15 du poumon, du rein et de la thyrolde. Elles constituent, radiologiquement dans la 
majorite des cas, une lacune en raison de la forte activite osteolytique qui se manifeste 
dans leur peripheric. Cette osteolyse s'accompagne cliniquement de douleurs osseuses 
et de fractures d'os longs ou tassements de corps vertebraux. Le pronostic des 
metastases osseuses reste tr6s sombre et leur traitement est palliatif. Des survies 

20 prolong^es peuvent neanmoins etre obtenues en fonction des caract6ristiques de la 
tumeur primaire. 

Histologiquement, les metastases sont class£es en tumeurs osteolytiques, 
osteoblastiques mixtes et de type intertrab6culaires. Le type le plus frequent est le type 
25 mixte dans lequel une zone de resorption osseuse coexiste avec une zone de 
regeneration en peripheric de la premiere. Les metastases sont constituees d'amas 
cellulaires entre les trabecules ou les restes de trabecules. Au niveau cellulaire, il existe 
un grand polymorphisme et de nombreuses cellules atypiques avec de nombreuses 
images de mitoses. Elles sont entourees de tissu osseux montrant de nombreux signes 
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de resorption sous la forme de nombreuses lacunes de Howship avec des osteoclastes 
actifs. 

Les cellules constituant ces amas cellulaires proviennent de la migration de cellules de 
5 la tumeur primaire qui se fixent dans le tissu osseux car elles trouvent des conditions 
favorables a leur developpement. Les metastases osseuses peuvent etre 6galement 
class6es en differents stades de developpement : phase d'apparition, phase 
d' interaction, et phase carcinomateuse. Elles sont le plus souvent diagnostiqu6es 
pendant la phase d' interaction c f est-a-dire lorsque les cellules tumorales activent la 
10 formation et Pactivite d'osteoclastes qui sont les cellules chargees de la resorption 
osseuses. II semble que les cellules tumorales collaborent avec les cellules stromales et 
les osteoblastes pour le recratement d'osteoclastes k travers le systeme RANK- 
RANKL (Kitazawa, S., et Kitazawa,R., RANK ligand is a prerequisite for cancer- 
associated osteolytic lesions, J Pathol, 2002 : 198 ; 228-236). 

15 

L'objectif de Tinvention est le traitement des metastases osseuses. II permet d'eliminer 
les cellules cancereuses pour limiter la progression de la maladie et pour abolir la 
stimulation des ost6oclastes sans, autant que faire se peut, detruire les capacites de 
regeneration osseuse en p6ripherie de la tumeur. L'elimination des cellules cancereuses 
20 aboutit cliniquement a une diminution de la douleur et une baisse du risque firacturaire. 

Plusieurs types de traitements sont habituellement associes pour r6duire le volume 
tumoral. La radioth£rapie exteme est habituelle, souvent associ£e a un traitement 
chimiotherapique. L'Schappement a la chimiotherapie est relativement precoce et les 
25 risques h6matologiques ainsi que l'inconfort inherents a la chimioth6rapie par voie 
generate restent \in probldme majeur de ce type de traitement. La radioth6rapie n'est 
pas denuee de risque, en particulier, lorsque la metastase est situee a proximite d'm 
organe noble, poumon, syst&ne nerveux central... D'autre part, le probleme de ces 
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traitements, lorsqu'ils sont efficaces, provient de r&imination concomitante des 
cellules impliqu6es dans la r6g6n6ration osseuse. 

D'autres traitements actifs au niveau de la m6tastase, peuvent etre mis en ceuvre a visee 
5 antalgique. L'injection intraveineuse d'isotope du strontium ainsi que Putilisation de 
biphosphonates s'est r6v616e efficace. Ces composes ne conduisent pas ou peu a 
1'elimination des cellules cancereuses. 

Des voies de traitement originales sont actuellement d6velopp6es afin d'avoir une 
action plus sp6cifique sur la cellule canc6reuse. Elles sont destin6es a eviter les effets 

10 secondaires des chimio et radiotherapies qui entrainent la cytolyse des cellules k 
proliferation rapide et sont done toxiques sur les cellules souches sanguines et celles 
des Epitheliums k renouvellement rapide. Elles sont bas6es sur le principe du transport 
d'une molecule inactive au contact des cellules tumorales, la molecule etant activ6es 
quand elle a atteint la tumeur. La fixation de molecules cytotoxiques sur des particules 

15 magn&iques que Ton va injecter par voie intraveineuse et que Ton concentre dans la 
tumeur grace k un champ magnetique ou a des molecules organiques specifiques des 
recepteurs des cellules tumorales est une methode qui a suscite de nombreuses 
* recherches (Yanase, M., Shinkai,M., Honda, H., Wakabayashi, T., Yoshida, J., 
Kobayashi, T., intracellular hyperthermia for cancer using magnetite cationic 

20 liposomes : an in vivo study, Jpn J Cancer Res ; 89 (4) : 463-9, 1998 ; Moroz, P., 
Jones, S., Gray, B.N., Magnetically mediated hyperthermia : current status and future 
directions, Int J Hyperthermia ; 18 : 267-84, 2002 ; Pulfer, S.K., Gallo, J.M., Targeting 
magnetic microsphere to brain tumors, in: Hafeli, U., Schiitt, W., Teller, J., Zborowski, 
M., (eds) Scientific and clinical applications of magnetic carriers. .Plenum Press New 

25 York 1997, pp 445-456). Les particules une fois phagocytees ou internalis6es par les 
cellules peuvent avoir une toxicitd propre gr&ce au principe actif qu* elles vehiculent et 
qu ! elles relarguent dans la cellule. Elles peuvent 6galement etre chauffees dans un 
champ magnetique a haute frequence et induire une thermolyse directe ou bien 
indirectement par sensibilisation des cellules chauffees a la radio ou la chimiotherapie. 
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Les obstacles majeurs k ce type de thfrapie proviennent de la sp6cificit6 plus ou moins 
bonne de 1'adressage des particules. En fonction de leurs caracteristiques de surface et 
des proteines plasmatiques se fixant a leur surface, elles vont etre ou pas 61imin6es par 
5 phagocytose dans la rate et le foie par des macrophages avant qu' elles ne puissent etre 
activfes au contact des cellules cancereuses (Muller, R.H., Luck, M., Harnisch,S., 
Thode, K., Intravenously injected particles : surface properties and interaction with 
blood proteins - The key determining the organ distribution, in: Hafeli, U., Schiitt, W., 
Teller, J., Zborowski, M., (eds) Scientific and clinical applications of magnetic 
10 carriers. Plenum Press New York 1997, pp 135-148). Un autre obstacle est lie h la plus 
ou moins grande specificite des molecules chargees de la reconnaissance cellulaire 
ainsi que la possibilite, pour les particules, de passer la barriere vasculaire. 

La possibility d'injecter, directement dans la tumeur, les microparticules en suspension 
15 dans un liquide a egalement 6t6 evoqude. Cependant, Tinjection est delicate car il est 
difficile dans ces conditions de savoir oil vont les particules. Les particules doivent 
pouvoir penetrer dans les tumeurs puis dans les cellules qu' elles doivent d&ruire. 
L'efficacite des particules dans la thermocytolyse est liee k leur contact avec les 
cellules. Les particules non H6es aux cellules sont beaucoup moins efficaces (Bacri, 
20 J.C., de Fatima Da Silva, M., Perzynski, R., Pons, J.N., Roger, J., Sabolovic, D., 
Halbreich, A., Use of magnetic nanoparticles for thermolysis of cells in a ferrofluid. . 
in: Hafeli, U., Schiitt, W., Teller, J., Zborowski, M., (eds) Scientific and clinical 
applications of magnetic carriers. Plenum Press New York 1997, pp 597-606). Les 
cellules du syst&ne des phagocytes mononuclees presentes dans le sang et de 
25 nombreux tissus sont capables de phagocyter des particules jusqu'a une taille d' environ 
une quarantaine de jxm. Les autres cellules ont des capacity de phagocytose beaucoup 
plus limitSes. En revanche, quasiment toutes les cellules sont capables d'ingerer par 
endocytose des particules de taille beaucoup plus reduites. H est g6n6ralement 
consid6re que les particules de taille inferieures a 100 nm sont capables de passer la 
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membrane cellulaire par endocytose. H suffit pour cela que les cellules soient au 
contact des particules. 

Ainsi, il apparait necessaire de trouver des solutions therapeutiques alternatives pour 
5 repondre aux problemes mentionnes ci-dessus concemant rutilisation des particules 
magnetiques en cancerologie. 

Dans le cadre de l'invention, nous avons developpe un systeme permettant d'injecter 
dans une tumeur une pate contenant une suspension minerale a partir de laquelle va 

10 precipiter un sulfate ou un phosphate de calcium contenant des particules magnetiques 
de petites tailles dispersees dans la matrice minerale formee qui vont etre liberees au 
fur et a mesure de la degradation de celle-ci. Le r61e de la matrice est de contenir les 
particules dans la zone d'injection, les maintenir separees les unes des autres et les 
liberer au contact des cellules tumorales suivant une cinetique definie. Les particules 

1 5 liberees vont ensuite penetrer dans les cellules tumorales par endocytose. 

Plusieurs avantages sont obtenus avec ce materiau : Les matrices de phosphates et de 
sulfates de calcium presentent une bonne biocompatibilite osseuse. lis sont, pour la 
plupart, capables d'etre totalement integr6s dans le tissu osseux sans provoquer de 

20 r6action k corps etranger importante. lis sont ensuite degrad6s a des vitesses variables 
suivant leur composition chimique et leurs caract6ristiques physico-chimiques et 
totalement remplaces par le tissu osseux. Ces matrices sont injectes dans Tos sous 
forme d'une pate d'ou il precipite un compose de phosphate ou de sulfate de calcium 
diff6rent de celui qui est en suspension dans la pate. L'intrication des cristaux du 

25 precipit6 assure la prise du materiau et sa tenue mecanique qui peut etre proche de celle 
de Tos spongieux en quelques heures a quelques jours (T. Yuasa, Y. Miyamato, K. 
Ishikawa, M. Takechi, M. Nagayama, and K. Suzuki. In vitro resorption of three 
apatite cements with osteoclasts. J Biomed Mater Res 54:344-350, 2001; S. Takagi, L. 
C. Chow, M. Markovic, C. D. Friedman, and P. D. Costantino. Morphological and 
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phase characterizations of retrieved calcium phosphate cement implants. J Biomed 
Mater Res (Appl Biomater) 58:36-41, 2001; Y. Miyamato, T. Toh, T. Yuasa, M. 
Takechi, Y. Momota, M. Nagayama, K. Ishikawa, and K. Suzuki. Basic properties of 
apatite cement containing carbonate apatite and its resorption by cultured osteoclasts. 
5 In: Proceedings of the 13th Int Symp on Ceramics in Medicine,AnonymoxL$ 
Switzerland: 2001, p. 829-832.). 

Par ailleurs, les particules magnetiques peuvent etre chauffSes dans un champ 
electromagnetique avant ou apres avoir penetre dans les cellules. Ce chauffage peut 

10 etre r6pete le nombre de fois nScessaires sans necessiter une autre injection. Les 
particules magnetiques sont, en effet, liberees sur plusieurs jours k plusieurs semaines k 
partir de la matrice minerale. Lorsque les cellules sont thermolysees, les particules 
qu'elles contenaient s'ajoutent k celles qui viennent d'etre Iib6r6es de la matrice pour 
etre phagocytees par de nouvelles cellules. De plus, ces particules agissant au cceur de 

15 la tumeur n'entravent pas la regeneration osseuse existant dans la peripherie des 
metastases osseuses. 

Description 

20 Ainsi, Tinvention se rapporte k un materiau d6gradable biocompatible caracterise en ce 
qu f il est compost d'une matrice phosphocalcique et/ou de sulfate de calcium ou d ! une 
matrice polymerique biocompatible d6gradable, ladite matrice contenant des particules 
magnetiques, ledit materiau se trouvant sous la forme d'une pate lors de l'introduction 
dans Porganisme et sous forme solide ult6rieurement. Les particules sont liberies au 

25 ftir et a mesure de la degradation du ciment constituant la matrice dans laquelle elles 
sont emprisonnees. 

Par "matrice phosphocalcique", on entend un m61ange comprenant un ou plusieurs 
phosphates s61ectionn6s parmi le groupe des phosphates de calcium amorphe, des 
30 phosphates apatitiques faiblement cristallins, des phosphates dicalciques anhydres ou 
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dihydratts, des phosphates tricalciques, des phosphates monocalciques monohydratts, 
des pyrophosphates, des phosphates octocalciques ou de lliydroxyapatite. De 
preference, la matrice phosphocalcique est rapidement r6sorbable, c'est a dire dans un 
dtlai de quelques jours a quelques semaines ce qui implique une solubility 
5 correspondent k celle du phosphate dicalcique. Ladite matrice peut tgalement etre 
constitute tout ou partie de sulfates de calcium qui presentent des caracttristiques de 
biocompatibilitt et de degradation tgalement compatibles avec les applications du 
materiau pour le traitement des tumeurs osseuses. Un tel materiau selon Pinvention est 
un materiau mineral introduit sous forme de pate. Lors de la prise, la precipitation 
1 0 d f une phase n ! est pas dans la suspension ou bien est minoritaire dans cette dernitre. 

Les premiers signes histologiques de resorption (encoches, fragmentation partielle) 
sont visibles au microscope quelques jours apres son introduction, et la disparition 
radiologique survient entre 4-52 semaines suivant la composition de la phase minerale, 
preferentiellement 8 semaines pour les matrices de sulfates de calcium. 

15 

En outre, ledit materiau peut Stre compose d'une matrice polymerique degradable 
contenant des particules magnttiques. Elle peut etre constitute par un polymere 
biodegradable naturel ou artificiel, tels que collagene, acides polylactiques et 
glycoliques, polydioxanone, polyfumarate, plolyanhydres, polyorthoesters, 
20 polyurethanes, polyphosphazenes, polycaprolactone, polyhydroxybutyrate, 
polyhydroxyvalerate, polyvalerolactone, acide polytartronique et polymalonique. Le 
materiau peut-etre sous forme de gel, de mousse ou de pate. 

Par "particules magnttiques", on entend des particules contenant un metal, notamment 
25 du fer, de preference sous forme de ferrites : magnttite ou maghemite ou tout autre 
mattriau inorganique ferro, ferri, meta ou antiferromagnttiques. Elles sont constitutes 
de preference de ferrite (Fe20 3 ) ou de magnetite. Elles peuvent etre sous la forme d'un 
composite organo-mintral. Le mineral magnetique constituant le noyau de la particule 
est entourt d'une couche d'un compost organique. Les particules mttalliques peuvent 
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etre obtenues par synthase hydrothermale dans un reacteur agite en ihjectant 80 ml 
d*une solution de FeCL2 calculee pour pouvoir synthetiser 5 g de magnetite, on ajoute 
ensuite 170 cm3 d'eau desa6ree contenant 10 gr de NaOH. Sous debit d'azote (301/h) 
la solution est portee h 80°C. Lorsque cette temperature est atteinte, P azote est 
5 remplace par de Pair comprime au meme debit pendant 20 heures. Les ferrites sont 
ensuite laves a Peau puis a Pethanol avant d'etre seches. 

De preference, les particules magnetiques ont une granulomere comprise entre 
0,001 \im et 0,01 p.m, ou encore entre 0,05 pm et 0,1 pm, par exemple 0,07 pm, 0,15 
10 pm, 0,5 jim. Elles peuvent, cependant, avoir une taille de Pordre du micron pour des 
applications particulieres, par exemple une granulomdtrie comprise entre 0,1 et 10 pm. 

Un tel materiau forme ainsi une matrice minerale liberant les particules magnetiques 
suivant une cinetique compatible avec leur internalisation par les cellules des tissus - 

15 avoisinants. Le mat&iau de Tinvention peut resider en une association a une matrice 
minerale ou organique de particules magnetiques ou de particules de fer revetues d'une 
couche de min©ral preferentiellement de phosphate, sulfate ou carbonate de calcium. 
Ce revetement peut egalement contenir im element fluorescent tel que PEuropium. 
Plus specifiquement, lesdites particules sont constitutes d'un composite organo- 

20 mineral contenant un noyau de fer, de ferrite ou tout autre compose magnetique 
reconvert de polymere sous forme d'une couche mince ou sous forme de chaines 
polymeriques prtsentant un bout libre. Avantageusement, lesdites particules 
magnetiques sont vectrices d'une molecule utilisee en chimiotherapie ou bien un 
isotope. 

25 

Dans un deuxieme aspect, Tinvention porte sur un procede de preparation dudit 
materiau comprenant le melange d'une poudre de particules magnetiques a une poudre 
minerale de phosphate ou un sulfate de calcium en solution aqueuse jusqu'i formation 
d'une pate, et en un durcissement de ladite pate pendant quelques minutes a quelques 
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heures. Ce procede peut comprendre en outre une etape de preparation desdites 
particules par synthese hydrothermale dans un reacteur par injection d'une solution de 
FeClU dans un reacteur, addition d'eau desaeree contenant du NaOH, le melange etant 
mis sous debit d' azote et portee a une temperature comprise en 50°C et 100°C, 
5 remplacement de P azote par de Pair comprime jusqu'a Tobtention de ferrites. 

Les particules magnetiques une fois k Pint6rieur des cellules sont destinies a Stre 
chauffees dans un champ magn&ique pouvant etre produit par exemple par un appareil 
d'imagerie par resonance magnetique nucleaire ou par tout autre generateur. Ainsi, 

10 dans un troisieme aspect, Tinvention concerne Tutilisation d'un materiau decrit ci» 
dessus pour la preparation d f un medicament ou d*un dispositif medical destine au 
traitement des tumeurs osseuses. Plus particxilierement, ce dispositif medical permet la 
thermolyse ciblee des cellules cancereuses. Ceci est rendu possible au moyen des 
particules magnetiques qui sont capables d'induire une hyperthermic dans les tissus 

15 dans lesquels ils sont liber6s. 

Un des avantages de cette m&hode de chauffage dans un champ electromagnetique est 
de pouvoir, une fois l'injection faite, etre repetee le nombre de fois necessaires sans 
necessiter une autre injection. Les particules magnetiques sont, en effet, liber ees sur 
20 plusieurs joiurs a plusieurs semaines k partir de la matrice phosphocalcique. Lorsque les 
cellules sont lys6es, les particules qu'elles contenaient s'ajoutent a celles qui viennent 
d'etre liberees de la matrice calcique pour etre phagocytees par de nouvelles cellules. 
D ? autre part, ces particules agissant au coeur de la tumeur n'entravent pas la 
reg6n6ration osseuse existant dans la peripherie des metastases osseuses. 

25 

Un autre avantage est de pouvoir etre combinee aux autres methodes de traitement 
actuellement connues, notamment la radiotherapie et/ou la chimiotherapie. 
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Dans un quatrieme aspect, Tinvention porte sur une methode de diagnostic d' extension 
des cancers osseux comprenant Tutilisation des particules magnetiques comme traceurs 
de cellules tumorales detectables en IRM et le suivi des cellules en migration pour 
pouvoir traiter des sites a des stades infracliniques. H faut souligner que pour le tra9age 
5 cellulaire, les particules d'oxyde de fer de taille plus importante (~ 0,5 pm) produisent 
un signal de plus forte intensite (Hinds, K.A., et al. Highly efficient endosomal 
labelling of progenitor and stem cells with large magnetic particles allows magnetic 
resonance imaging of single cells. Blood, 2003). 

10 Uinvention porte egalement sur une methode permettant le trapage en IRM, en 
micro scopie electronique, focale ou de fluorescence des cellules ayant inger6es lesdites 
particules apres relargage a partir d ! un materiau degradable et biocompatible decrit ci- 
dessus. 

15 Exemple 1 : Caracteristiques des particules magnetiques : 

Obtention par synthese hydrothermale 
Composition Fe2C>3 
Forme octogonale 

Propri6t6s magnetiques : H c = 350 Oe, a r = 32 uem/g 
20 Taille 50 a 1500 m 

Exemple 2 : Caracteristiques de la poudre de sulfate de calcium : 

Composition CaS0 4 . 2H 2 0 : 96% 
CaC0 3 .MgC0 3 : 2, 1% 
25 Fe 2 0 3 .Al 2 03 : 0,5% 
Si0 2 : 0,4% 

Taille moyenne des particules : 17 - 20jim 
pH de la solution de gachage a 10% : 7,6 
Solubility pour 100 ml d'eau : 0,3 g 
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Surface sp6cifique : 2,5 

Exemple 3 : Endocytose des particules magnetiques 

1 mg de particules magn6tiques prec^demment decrites de 0,07 Jim de granulomere a 
5 et6 introduit dans une culture de lignee primaire de cellules metastatiques osseuses afin 
de verifier les capacites de ces cellules k phagocyter les particules. La lignee cellulaire 
a et6 obtenue k partir d'une biopsie d'une m6tastase osseuse d'un adenocarcinome du 
sein lors d'une intervention pour osteosynthese. Les cellules contenues dans la biopsie 
ont ete dissociees par incubation pendant deux heures a 37°C dans une solution de 

10 collag6nase dans un tampon phosphate isotonique. La suspension cellulaire a ensuite 
ete centrifug^e, remise en suspension dans 2 ml de milieu de culture DMEM 
supplements en 5% de s6rum de veau foetal et introduit dans un flacon de culture k une 
densite de 10 5 cellules/ml. Les cellules ont 6t6 cultivees pendant trois jours jusqu'a un 
stade de pre-confluence. Elles forment alors un tapis laissant un espace entre les 

15 cellules dont certaines sont spheriques marquant ainsi une proliferation elevee. 1 mg de 
poudre est ensuite mis en suspension par agitation dans 1 ml de milieu de culture et 0,5 
ml est introduit dans le flacon de culture dans lequel on le dilue par Papport de 3 ml de 
milieu de culture. Les cellules ont ensuite incub6es a 37°C pendant 48 heures. A Tissue 
de cette periode de culture les cellules sont observees en microscopie optique inversee 

20 puis le fond de la boite est racl6 et les cellules recueillies sont deshydrat^es, incluses 
dans une resine epoxy. Des . coupes de 250 amstrongs sont faites et observes en 
microscopie electronique a transmission. L'examen en microscopie optique revele des 
particules de differentes tailles (agglom6rat de particules) k Pinterieur du cytoplasme 
des cellules. Les coupes en microscopie 61ectronique montrent que le cytoplasme 

25 contient de nombreuses v6sicules de type lysosomiales remplies de une ou plusieurs 
particules m6talliques. Entre 10 et 30% des surfaces de section des cellules sont 
occupies par des particules. 

Example 4 : Test des differentes granulomeres 
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1 mg de particules magnetiques pr6c6demment decrites a ete introduit dans une culture 
de lignee primaire de la meme lignee de cellules metastatiques osseuses afin de verifier 
les capacites de ces cellules a phagocyter les particules. Les particules ont quatre 
granulomeres differentes : 0,07 nm, 0,15 jam, 0,5 fim. La lign6e cellulaire a &e 
5 obtenue a partir d'une biopsie d'une metastase osseuse d'un adenocarcinome du sein. 
Les cellules contenues dans la biopsie ont 6te dissoci6es par incubation pendant deux 
heures a 37°C dans une solution de collagSnase dans un tampon phosphate isotonique. 
La suspension cellulaire a ensuite 6t6 centrifiigee, remise en suspension dans 2 ml de 
milieu de culture DMEM supplements en 5% de serum de veau foetal et introduit dans 

10 un flacon de culture a une densit6 de 10 5 cellules/ml. Les cellules ont ete cultiv6es 
pendant trois jours jusqu'& un stade de prS-confluence. Elles forment alors un tapis 
laissant un espace entre les cellules dont certaines sont spheriques marquant ainsi une 
proliferation dlevee. 1 mg de poudre de chaque echantillon est ensuite mis en 
suspension par agitation dans 1 ml de milieu de culture et 0,5 ml est introduit dans un 

15 flacon de culture dans lequel on le dilue par Papport de 3 ml de milieu de culture. 
Chaque essai est r6p<§te trois fois. Les cellules ont incubees k 37°C pendant 48 heures. 
Les cultures sont ensuite examinees en microscopie optique inversee et en 
microscopie 61ectronique par transmission. 

20 Quelle que soit la granulomere, de nombreuses particules sont en quelques heures au 
contact des cellules et k la fin du temps d' observation, elles ont penetr6 dans les 
cellules. Comme cela a ete rapport^ par Hinds (Hinds, K.A., et al. Highly efficient 
endosomal labelling of progenitor and stem cells with large magnetic particles allows 
magnetic resonance imaging of single cells. Blood, 2003), Pintenialisation des 

25 particules n'a pas semble induire de mort cellulaire lors de la periode de culture. 

Exemple 5 : Degradation des matrices minerales in vivo 

Quatre moutons adultes ont 6t6 anesthSsies et un trou de 4mm de diametre et de 5 mm 
de long a 6t6 effectuS dans le condyle externe droit. Le trou a ensuite 6t6 rempli avec 
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une pate constitute de sulfate de calcium qui a ete laisse prendre in situ. Deux moutons 
ont 6te euthanasies a deux semaines et les deux autres k quatre semaines. Les condyles 
ont 6t6 prelev^s, deshydrates dans de 1'ethanol et inclus dans des blocs de polymethyl 
methacrylate. Des coupes de 7 jim d'epaisseur ont &6 effectu£es, colorees par une 
5 solution de Giemsa et observees en microscopie optique. A deux semaines, le platre 
injecte est toujours visible. H est en voie de resorption, avec des encoches dans la 
matrice min6rale. L'implant est entoure de tissu conjonctif lache avec en periph&ie 
immediate de Timplant des monocytes et des cellules geantes. D existe des signes 
d'osteogenese au niveau des trabecules osseux dans lequel le platre est implants Des 

10 fragments de materiaux sont visibles, et les cellules au contact du materiau selon 
Tinvention contiennent des grains de mineral. A quatre semaines, Pimplant a disparu. H 
reste dans la zone d'implantation, une zone de tissu conjonctif lache qui est beaucoup 
plus petite que la section de l'implant. Un tissu osseux immature poreux a pen&re dans 
la zone d'implantation. II existe encore quelques fragments d 'implants et les cellules 

15 macrophagiques contiennent encore quelques grains de materiau. II n'existe aucun 
signe d'osttolyse. 

Exemple 6 : Delivrance des particules magnetiques a des cellules par la matrice in 
vivo 

20 Quatre moutons adultes ont 6te anesthesies et un trou de 4mm de diam&re et de 5 mm 
de long du condyle exteme droit a ete effectue. Le trou a ensuite et6 rempli avec une 
pate constitute de platre de Paris contenant 2 mg de particules magnttiques par ml de 
solution de gachage. Deux moutons ont ett euthanasits k deux semaines et les deux 
autres k quatre semaines. Les condyles ont et6 prtleves, deshydratts dans de l'ethanol 

25 et inclus dans des blocs de polym&hyl methacrylate. Des coupes de 7 |im d'epaisseur 
ont ete effectuees, colortes par une solution de Giemsa et observtes en microscopie 
optique. A deux semaines, il existe un debut de resorption du materiau qui est entour6 
d'un tissu conjonctif lache. Les cellules macrophagiques au contact du materiau 
contiennent des particules min6rales bir^fringentes ainsi que des particules 
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magn6tiques noires qui realisent un tatouage du cytoplasme. H faut noter que des 
cellules conjonctives qui n'ont pas les caract&istiques morphologiques de 
macrophages montrent 6galement un cytoplasme tatou6. A un mois, 1' implant a disparu 
et une grande partie de la surface de section occup6e au prealable par l'implant est 
5 envahi par des trabecules osseux. L'espace intertrab6culaire est occupe par ion tissu 
conjonctif lache dont toutes les cellules sont tatouees par les particules magn^tiques. 
L'etude en microscopie a transmission coiifirme que de nombreuses cellules autour de 
l'implant contiennent des particules m6talliques. 
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RE VENDIC ATIONS 

5 1. Materiau composite degradable biocompatible, caracterise en ce qu'il est compose 
chine matrice phosphocalcique et/ou de sulfate de calcium biocompatible degradable, 
ladite matrice contenant des particules magnetiques, ledit materiau se trouvant sous la 
forme d f une pate lors de rintroduction dans Porganisme, sous forme solide 
ulterieurement et ladite matrice etant resorbee dans un delai de quelques jours a 
10 quelques semaines. 

2. Materiau composite selon la revendication 1, caract6rise en ce que le phosphate de 
calcium est un melange comprenant un phosphate selectionne parmi le groupe des 
phosphates de calcium amorphe, des phosphates apatitiques faiblement cristallins, des 

15 phosphates dicalciques anhydres ou dihydrates, des phosphates tricalciques, des 
phosphates monocalciques monohydrates, des pyrophosphates, des phosphates 
octocalciques ou de Thydroxyapatite. 

3. Materiau selon l*une des revendications 1 et 2, caract6ris6 en ce que ledit phosphate 
20 de calcium forme une matrice phosphocalcique rapidement resorbable. 

4. Materiau selon Tune des revendications 1 a 3, comprenant en outre du sulfate de 
calcium. 

25 5. Materiau selon Tune des revendications 1 a 4 caracterise en ce qu'il est compost en 
outre d'une matrice polym6rique biocompatible degradable comprenant un polymdre 
choisi parmi le collagene, les acides polylactiques et glycoliques, le polydioxanone, le 
polyfumarate, les polyanhydres, les polyorthoesters, les polyurethanes, les 
polyphosphazenes, le polycaprolactone, le polyhydroxybutyrate, le 
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polyhydroxyvalerate, la polyvalerolactone, l'acide polytartronique et polymalonique; 
contenant des particules magnetiques. 

6. Materiau selon l'une des revendications 1 a 4, caracteris6 en ce que ladite matrice 
5 presente des caracteristiques de biocompatibilite et de degradation compatibles avec les 

applications du materiau pour le traitement des tumeurs osseuses. 

7. Materiau selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que les particules 
magn&iques contiennent un metal, notamment du fer, de preference sous forme de 

10 ferrites : magnetite ou maghemite ou tout autre materiau inorganique ferro, ferri, meta 
ou antiferromagnetiques. 

8. Materiau selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que lesdites 
particules sont constitutes d'un composite organo-mineral contenant un noyau de fer, 

15 de ferrite ou tout autre compose magnetique recouvert de polymere sous forme d'une 
couche mince ou sous forme de chaines polymeriques presentant un bout libre 

9. Materiau selon Tune des revendications 1 i 8, caracterise en ce que les dites 
particules magnetiques sont vectrices d'une molecule utilisee en chimiotherapie ou 

20 bien un isotope. 

10 Materiau selon Tune des revendications 1 a 9, caracterise en ce que lesdites 
particules ont une granulom&rie comprise entre 0,001 et 0,1 |im. 

25 11 Materiau selon Tune des revendications 1 a 9, caracterise en ce que lesdites 
particules ont une granulomere comprise entre 0,1 et 10 p,m 
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12. Mat6riau selon l*une des revendications 1 a 11 formant une matrice minerale 
liberant les particules magn6tiques suivant une cin&ique compatible avec leur 
intemalisation par les cellules des tissus avoisinants. 

5 13. Materiau selon Tune des revendications 14 11, caract6rise en ce qu ! il comprend des 
particules revetues d'une couche de phosphate de calcium contenant un Element 
fluorescent tel que 1 'Europium. 

14. Proc6d6 de preparation d ! un materiau selon Tune des revendications 1 4 10 
1 0 comprenant le melange d'une poudre de particule magnetique a une poudre minerale de 

phosphate ou de sulfate de calcium-en solution aqueuse jusqu'a formation d ! une pate, et 
en un durcissement de ladite pate pendant quelques minutes 4 quelques heures. 

15. Precede de preparation d'un mat6riau selon la revendication 10 comprenant en 
15 outre une etape de preparation desdites particules par synthese hydrothermale dans un 

reacteur par injection d'une solution de FeCL2 dans un rSacteur, addition d'eau 
desa6r6e contenant du NaOH, le melange 6tant mis sous debit d' azote et port6 4 une 
temperature comprise en 50°C et 100°C, remplacement de Tazote par de l'air 
comprim6 jusqu ! 4 Tobtention de ferrites. 

20 

16. Utilisation d ! un materiau selon Tune des revendications 14 13 pour la preparation 
d T un dispositif pour le diagnostic des cancers osseux comprenant Tutilisation des 
particules magnetiques contenues dans ledit materiau comme traceurs de cellules 
tumorales d6tectables en IRM et le suivi des cellules en migration pour pouvoir traiter 

25 des sites 4 des stades infracliniques. 



17. Utilisation dHm materiau selon Tune des revendications 14 13 pour la preparation 
d f un dispositif pour le tra9age des cellules ayant ing6r£ les particules apres relargage 4 
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partir dudit materiau degradable et biocompatible au jnoyen d'IRM, microscopie 
electronique, microscopie confocale ou miscroscopie en fluorescence. 

18. Utilisation d'un materiau selon Tune des revendications 1 a 10 pour la preparation 
5 d'un medicament ou un dispositif medical destine au traitement des tumeurs osseuses. 

19. Utilisation selon la revendication 18 pour la thermolyse cibl6e des cellules 
cancereuses. 

10 20. Utilisation selon la revendication 19 caracterise en ce que les particules 
magnetiques une fois k Tinterieur des cellules sont destinees k etre chauffSes dans un 
champ magnetique pouvant etre produit par un appareil d'imagerie par resonance 
magn6tique nucleaire ou par tout autre generateur. 

15 21. Utilisation selon Tune des revendications 18 k 20 combin6e avec la radiotherapie 
et/ou la chimiotherapie. 



